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基于 线粒体 COI 基因 的 青海 省 44 种 重 类 的 
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要 :【 目 的 ] 本 研究 应 用 ОМА 条 形 码 技术 对 青海 省 部 分 蛋 种 进行 鉴定 , 旨 在 弥补 蚤 类 传统 形态 分 


类 方法 的 不 足 。【 方 法 】 通 过 PCR 扩 增 3 总 科 6 科 22 属 44 种 共 182 头 对 类 标本 的 线粒体 СОТ 基 
因 片 段 ( 约 600 用 K2P Ва 种 内 及 种 间 遗 传 距离 ;以 邻接 法 (neighbor- 
joining, NJ) 构建 系统 发 育 树 。 【结果 】 共 测 得 182 条 CO 基因 序列 片段 (GenBank 登录 号 : 
МС̧138154 – МС̧138335) Инна 0.01% ~ 2.90% ,种 间 遗 传 距离 4% ~12% ,种 
间 遗 传 距离 显著 大 于 种 к 离 。 系 统 发 育 树 显示 ,同一 物种 的 不 同 个 体 均 形成 高 支持 率 的 单 
Ж ,种 间 分 支 很 明显 。 【结论 】 本 研究 结果 表明 CO 基因 可 以 用 于 对 类 的 快速 鉴定 。 

关键 词 : COI 基因 ; 52; DNA 条 形 码 技术 ; 分 子 鉴定 ; 系统 发 育 ; 青海 
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Molecular identification and phylogenetic analysis of 44 species of fleas in 


Qinghai Province, western China based on mtDNA COI gene sequence 
MA Ying', LI Hai-Long', HE Лап', ZHAO Үап-Меі', YANG Han-Qing , LU Liang” * , LIU Qi-Yong” 
(1. Qinghai Institute for Endemic Disease Prevention | Control，Xining 811602, China; 2. National 


Institute for Communicable Disease Control and Prevention, Chinese Center for Disease Control and 
Prevention, Beijing 102200, China) 
Abstract: [ Aim] DNA barcoding method was used to identify flea samples from Qinghai Province, 


western China in order to make up the deficiency of the traditional morphological classification method in 
this study. [ Methods ] The partial fragments ( about 600 bp) of the mtDNA COI gene of 182 flea 
individuals that belong to 3 superfamilies, 6 families, 22 genera and 44 species were amplified by PCR, 


sequenced and aligned. The intra- and inter-species genetic distances were calculated with K2P model, 


and a phylogenetic tree was constructed with the neighbor-joining ( NJ) method. [Results ] Totally 182 


COI gene sequences ( GenBank accession no. : MG138154 - МС138335 ) were sequenced successfully. 


The inter-species genetic distance (4% -12% ) was significantly greater than the intra-species genetic 


distance (0. 01% -2.90% ). The NJ tree obtained showed that samples of the same species formed 


monophyletic groups with high support value, and inter-species branches were clear. [Conclusion] The 


results confirm that COI gene can be used in molecular identification of fleas. 
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近年 新 发 展 起 来 的 DNA 条 形 码 技术 具有 客观 、 ” 统 形 态 分 类 的 诸多 不 足 。 线 粒 体 COI 基因 已 广泛 
简便 、 准 确 , 快 速 . 易 操 作 等 优点 , 它 的 出 现 弥 补 了 传 ”应 用 于 昆虫 的 种 类 鉴定 以 及 发 现 隐 存 种 ,成 为 昆虫 
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4 其 马 
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物种 鉴定 效率 发 现 新 种 和 隐 存 种 .研究 系统 进化 关 
系 、 保 护 昆 虫 物种 资源 多 样 性 等 研究 领域 的 重要 方 
法 之 一 ( 刘 慎 思 等 , 2012 ) 。 

青海 省 地 理 景观 多 样 , 蚤 类 区 系 丰 富 , 现 发 现 
165 种 和 亚 种 , 约 占 全 世界 重 类 总 数 的 7% , 占 我 国 
六 总 数 的 24% ,其 中 有 3 个 属 和 53 个 种 为 青藏 高 
原 特 有 种 , 故 具 有 较 高 的 科学 价值 (化 理 靶 等 ， 
1987) 。 重 类 不 仅 因 叮 刺 和 吸血 摄 扰 人 畜 使 其 不 得 








操作 手册 提取 单 头 章 的 总 DNA, 

本 实验 共 制 备 182 份 重 DNA 样品 ,将 提取 的 
РМА 置 于 -20% 冰箱 保存 备用 。 
1.3 COI 基因 了 PCR 扩 增 

在 25 pL 反应 体系 中 : 10 х buffer 2.5 pL, 
10 pmol/L 上 下 游 引 物 各 0.5 pL,10 kmolL dNTPs 
0.5 uL, Ж DNA 模板 2 pL, Taq DNA 聚合 酶 
(0.75 U) 0.15 kL( 宝 生物 大 连 生 物 有 限 公 司 )。 

















安宁 或 引起 过 敏 性 皮炎 和 贫血 造成 直接 危害 ,更 重 
要 的 是 它 作为 某 些 重 要 传染 病 如 鼠疫 、 地 方 性 斑 疹 
伤寒 和 土 拉 菌 病 的 媒介 作用 不 容 小 凯 ( Dunnet et 
al., 1991) 。 常 规 形态 学 手段 进行 蚤 种 鉴定 必须 有 具 
备 长 期 经 验 积累 和 丰富 的 分 类 知识 ,过 程 相 对 复杂 
和 低 效 , 这 对 于 年 轻 专 业 人 员 有 很 大 的 难度 ;同时 对 
重 类 透明 标本 的 制作 要 求 较 高 ,需要 保持 孟 种 形态 
特征 完整 ,残缺 标本 或 片段 则 无 法 进行 物种 分 类 
鉴定 。 

鉴于 上 述 原因 ,本 研究 选用 DNA 条 形 码 技术 对 
青海 寄生 蚤 种 的 COI 基因 序列 进行 测定 和 分 析 , Е 
在 探索 建立 快速 高 效 的 医学 媒介 鉴定 新 方法 ,积累 
青海 蚤 类 COI 基因 片段 序列 数据 信息 ,建立 青海 省 
DNA 和 蚤 类 条 形 码 信息 及 资源 数据 库 , 有 助 于 促进 入 
类 生物 学 .生态 学 .生理 学 等 相关 领域 的 研究 。 












































1 材料 与 方法 


1.1 重 类 样本 及 其 形态 分 类 鉴定 

本 研究 使 用 的 182 头 重 样本 , 采 自 青海 省 5 州 
1 市 12 县 , 样 点 采集 信息 见 表 1。 将 采集 的 蚤 标本 
用 75% 乙 醇 保存 , 带 回 实验 室 后 在 光学 显 微 下 进行 
镜 检 , 按 《青海 高 原 蚤 上 日志》( 符 理 蔡 等 , 1997) 中 所 
列 的 检索 分 类 特征 进行 分 类 鉴定 , 共 鉴 定 重 种 42 
种 ,隶属 于 3 总 科 6 科 22 属 ( 表 1)。 提 取 ОМА 前 ， 
将 置 于 75% 酒 精 中 的 孟 用 眼科 刍 轻 轻 摄 出 , 置 于 解 
剖 镜 下 ,用 手术 刀片 将 其 腹部 轻 轻 切 开 2 ~3 个 小 切 
口 。 因 和 蚤 体 的 几 丁 质 外 骨骼 要 留 做 凭证 标本 ,为 保 
持 标本 的 完整 性 ,注意 一 定 不 能 切断 重 体 。 再 将 已 
切 的 单 头 蚤 体 放 入 1.5 mL 离心 管 中 提 取 DNA( 防 
止 样本 污染 )。 提 取 ОМА 后 剩余 的 几 丁 质 外 骨骼 
做 成 玻 片 标本 后 作为 凭证 标本 用 于 形态 鉴定 的 
复核 。 
1.2 DNA 提取 

利用 上 述 个 体 样 本 ,使 用 Qiagen DNeasy 血液 和 
组 织 试剂 盒 (Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kit ) 按 












































每 次 反应 均 设 空白 对 照 。 扩 增 时 选用 2 组 引物 
(Folmer et al., 1994; Hajibabaei et al., 2006) 扩 增 
COI 基因 片段 , 即 L1490(5’-GTCAACAAATCATAAA 
САТАТТС-3') 和 H2198 (5'-АААСТТСАСССТСАСС 
AAAAAAT-3 ' ) ,以 及 ТерЕ(5'-АТТСААССААТСАТА 
ААСАТАТТСС-3') #1 ГерК (5 '-ТАААСТТСТССАТСТ 
ССААААААТСА-3') ,以 获得 清晰 目标 条 带 和 质量 
较 高 的 测序 峰 图 。 使 用 11490/Н2198 引物 扩 增 切 
В| ( Coptopsyllidae ) , 1% ( Leptopsyllidae ) 和 
ДИЕ ЕР ( Ceratophyllidae ) ( Ш Ж /& ОғорѕуПа , = 
(Б Callopsylla 、 单 重 属 Callopsylla ) Ё) 3 P}, LepF/ 
LepR 5] 07 p H Ж Р ( Pulicidae), 2 E ж В| 
( НуѕігісһорѕуШдае ) ‚Ж % Æ} ( Ctenophthalmidae ) 
ТЯ Н В ( Ceratophyllidae ) ( 81] fA 3 5 Paracera、 
3 ТЕШ, 4malaraevs、 倍 重 属 Amphipsylla) уЗ. 

11490/92198 引物 扩 增 条 件 :94% 预 变性 
4 тіп; 94°С 变性 30 s, 52% 退火 30 s, 72°C 延伸 
40 s, 共 35 个 循环 ;LepF/LepR 扩 增 条 件 :94Y 预 变 
性 4 тіп; 94°С 变性 30 s, 55°С3 К 30 s, 72°С 延伸 
40 s, 共 10 个 循环 ;94% 变性 30 s, 50% 退火 30 s, 
72°С 延伸 40 s, 共 30 个 循环 。 
1.4 重 COI 基 因 片 段 测 序 

РСЕ 扩 增 产物 以 100 +1.5 КЬ DNA Ladder (Е 
为 分 子 量 标准 对 照 , 经 1.5% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 
测 ,选取 目标 条 带 清晰 的 样品 送 北京 擎 科 生 物 技术 
有 限 公司 进行 双向 测序 。 扩 增 效 果 和 测序 结果 不 好 
的 样本 构建 克隆 载体 ,经 蓝 白 斑 筛 选 法 筛选 出 阳性 
克隆 ,用 МІЗ 引物 扩 增 鉴定 后 测序 。 测 序 结果 首先 
用 Chromos 软件 观察 测序 峰 图 质量 ,如 果 峰 图 质量 
很 低 不 能 准确 判断 碱 基 , 则 重新 进行 扩 增 和 测序 。 
所 得 序列 经 与 GenBank 中 前 类 序列 比 对 后 确认 是 
HKH СОТ 基因 ,并 排除 假 基 因 的 可 能 。 将 确认 后 
的 序列 提交 至 GenBank ,获得 GenBank 登录 号 。 
1.5 Æ COI 基因 序列 处 理 与 系统 发 育 分 析 

用 Clustal X ( Thompson et al., 1997) 软件 进行 
多 重 序列 比 对 , 并 进行 适当 的 手工 调整 。 同 时 将 测 
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定 的 序列 在 NCBI 上 运行 BLAST 程序 进行 序列 同 源 
性 比较 ,以 确保 所 获得 的 序列 是 目标 序列 。 再 运用 
MEGA6 ( Tamura et al., 2013) 软件 分 析 各 基因 序列 
的 碱 基 组 成 和 变异 ,基于 Kimura-2-parameter 
(Kimura, 1980) 模型 计算 遗传 距离 .序列 碱 基 组 成 、 
保守 位 点 ,变异 位 点 、 简 约 信息 位 点 、 自 座位 点 、 转 换 
数 与 颠 换 数 的 比值 (Ts/Tv ) 等。 

常见 的 建树 方法 中 ,ML 法 计算 量 非常 大 ,极为 
耗 时 ,MP 法 若 序 列 变异 大 会 出 现 长 枝 吸 引 而 导致 
建树 错误 ,BI 法 适用 于 大 或 复杂 的 数据 集 , 其 缺点 
是 对 进化 模型 比较 敏感 , 邻接 法 (neighbor-joining， 
NJ) 是 基于 最 小 进化 原理 经 常 被 使 用 的 一 种 算法 ， 
它 构建 的 树 相 对 准确 ,假设 少 ,计算 速度 快 ,适用 于 
进化 距离 不 大 ,信息 位 点 少 的 短 序列 。 本 研究 选用 
邻接 法 构建 系统 发 育 树 ,利用 埃及 伊 蚊 4edes aegypti 
和 白 纹 伊 蚁 4，albopictus 的 COI 基因 作为 外 群 。 分 
支 的 置信 度 采 用 自 展 法 (Bootstrap analysis, BP) Œ 
复 检 测 1 000 次 。 



































2 结果 
2.1 %Ж COI 基因 片段 序列 分 析 

本 研究 共 测 得 3 总 科 6 科 22 属 4 种 182 Ж 
СОТ 序列 (GenBank 登录 号 :MG138154 - MG138335 ) ， 
另外 从 GenBank 中 查询 的 重 类 同 源 序列 经 Clustal X 
软件 比 对 ,共有 597 个 位 点 。 采 用 MEGA6 软件 进 
行 序列 组 成 分 析 ,结果 显示 СОТ 基因 序列 中 保守 位 




















点 有 276 个 ,变异 位 点 有 321 个 ,简约 信息 位 点 有 
280 个 , 自 裔 位 点 有 41 个 。 同 时 A, Т, С 和 С 碱 基 
的 平均 含量 分 别 为 27. 6%, 39.7%, 17.5% 和 
15.2% ,其 中 A +T 含 量 (67.3% ) 远 高 于 G+C 含 
量 (32.7% ) ,与 目前 已 测 线粒体 DNA 序列 中 较 高 
的 A +T 含 量 现象 相 一 致 。 

由 表 2 可 以 看 出 ,COI 基因 序列 的 碱 基 转 换 值 
明显 高 于 颠 换 。T-C 间 的 转换 平均 值 是 15,A-G 间 
的 转换 平均 值 是 5,T-C 转换 大 于 A-G 间 的 转换 。 
转换 / 颠 换 的 平均 值 0.92, 其 中 转换 数 42 , 颠 换 数 
45 ,转换 主要 发 生 于 A-G 之 间 , 颠 换 主要 发 生 于 Т-А 
之 间 。 第 1 位 点 R 值 最 小 , 仅 0.69 ,说 明 第 一 位 点 
的 替换 多 是 同 义 替 换 ,不 会 导致 气 基 酸 的 改变 。 
2.2 系统 发 育 树 构建 

基于 Kimura-2-parameter 模型 ,利用 МЕСАб Ж 
件 邻 接 法 构建 青海 常见 寄生 荔 СОТ 基因 序列 的 系 
统 发 育 树 ,所 有 序列 在 系统 发 育 树 中 形成 4 个 高 支 
持 度 的 分 支 ( 图 1)。 
2.3 遗传 距离 差异 分 析 

由 MEGA6 软件 计算 青海 省 部 分 重 种 遗传 距 
离 ,分 析 其 COL 序列 差异 可 知 : 全 部 蚤 种 内 遗传 距 
离 0.01% ~2.90% ,种 间 遗 传 距离 4% ~ 12% ,种 
间 遗 传 距 离 显 著 大 于 种 内 遗传 距离 。 表 3 以 基因 
条 数 占 比 最 大 的 双重 属 为 例 说 明 种 间距 离 大 小 
(3.1% ~12.5%); R 4 以 双重 属 中 基因 条 数 最 多 
的 长 桶 双重 为 例 说 明 种 内 遗传 距离 大 小 (0.001 ~ 
0.017), 





















































R2 青海 省 蚤 类 COI 基因 碱 基 替换 数 











Table 2 Тһе base substitutions on COI репе of fleas in Qinghai Province 
位 点 转换 / 颠 换 碱 基 蔡 换 数 Number of base substitution 
Site (Ts/Tv) TT ТС ТА TG СТ СС СА СС AT АС АА АС GT СС СА GG 
第 1 位 点 1st site 0.69 68 10 16 1 10 4 3 0 16 2 57 4 1 0 4 1 
第 2 位 点 2nd site 3.13 47 5 1 0 5 29 0 0 1 0 58 1 0 0 1 48 
第 3 位 点 3rd site 1.02 88 0 0 0 о 53 0 0 0 0 23 о о 0 0 34 
平均 值 Average 0.92 203 15 18 2 15 8 3 0 17 3 138 5 2 0 6 83 
登录 号 分 别 为 73008915 — JN008924 ( Gunn et al., 
3 讨论 2011) 。 在 分 析 和 比 对 本 研究 的 董 类 СОТ 基因 片段 


3.1 形态 鉴别 结果 的 修订 

本 研究 挑选 了 形态 特征 比较 明显 的 蚤 标本 做 分 
子 实验 ,但 这 样 依然 出 现 了 一 些 鉴定 错误 ,尤其 是 峻 
重 的 鉴定 结果 。 通 过 NCBI Ж], Ж ARA 7 227 条 
核酸 序列 上 传 ,但 СОГ 基因 序列 仅 10 条 , GenBank 



































序列 时 ,我 们 发 现 一 些 个 体 的 形态 鉴别 可 能 存在 误 
定 问题 。 如 样本 编号 为 Z112 WRR (ДЕК) 的 
СОТ 基因 序列 与 欧洲 免 重 Spilopsyllus cuniculi 的 COI 
基因 序列 (GenBank 登录 号 : JN008923 ) 核 苷 酸 一 臻 
性 为 85% ,可 以 认定 为 莉 类 的 СОТ 基因 序列 。 与 该 
号 标本 聚 为 一 文 的 4 个 肉 重 (Z100, 7103, 7108 和 
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ЖЕП АЈ УЕ Paraceras melis ЛаБеШит (MG138332) 
RRALLE FEehidnophaga осйоїопа (МС138326-МС138327) 
人 重 Ршех irritans (МС138328-МС138329) 

RBMA Leptopsylia segnis (МС138247) 











L~~ 9 LAA Leptopsylla pectiniceps (MG138248-MG138249) 
к= = ИЕА 6 Coptopsylla lamellifer (MG138154, MG138318-MG138323, МС138325, МС138330) 





























HENE Dorstopsylis coreana (MIG138214) 
4 多 刺 狭 重 Stenoponia polyspina (MG138220-MG138221, MG138242-MG138243) 
9 a 多 刺 多 毛重 Hystrichopsylla multidentata (MG138316-MG138317, МС138324) 
Е 长 突 眼 重 Ophthaimopsylla kiritschenkoi (МС138267-МС138269) 
| AREK Ophthaimopsylla praefectus (MG138260-MG138266) 


E ГЕ Neopsylla sellaris (MG138245) 
199 ариз Меорзуйа рағанота (МС138226-МС138228, MG138212) 


2 ЯЗ Neopsylla рағапота (MG138215-MG138216) 


99 L 阿 巴 盖 新 重 Меорзуйа аћаваіші (МС138213) 
1 类 新 重 Neopsylia compar (МС138222-МС138225) 
i 细 柄 新 重 Neopsylia angustimanubra (MG138244) 


阿 巴 盖 新 重 Neopsylla abagaitui (МС138233-МС138235) 
[_ ш, HARME Меорзуйа galea (МС138229-МС138232, MG138246) 


= 五 侧 纤 重 邻 近 亚 种 Rhadinopsylla dahurica vicina (МС138218, MG138236-MG138237, МС138239, MG138241) 
五 侧 纤 剖 指 名 亚 种 Rhadinopsylls dahurica йаћиғіса (М.С138219, МС138238, МС138240, MG138217) 

а ВЕЕ Рағайохорѕуйиѕ лепоте (МС138270-МС138272) 

SPEE Geusibia intermedia (MG138331) 


9. с=т ЖЕЛИ ЙИТИ Frontopsylls пакавазаї (МС138255-МС138259) 
WELUR оОғорзуйа silantiewi (МС138166-МС138173) 
o RSE Дюриайиз runatus (MG138156) 
L 9 a ERRAI Amphipsylla clarus clarus (MG138161-MG138165) 
3 99] EERE Callopsylla dolabris (МС138181-МС138190) 


z 9, ЖИЛЕТ Oropsylla kozlovi (МС138191-МС138192) 
| ЭЧ 细 钩 盖 重 ”Dropspiiu sparsilis (MG138174-MG138180) 
а 刷 状 冶 重 指名 亚 种 Amalaraeuns penicilliger penicilliger (МС138203-МС138205) 


[кү 又 状 单 至 Monopsyllus forficus MG138155, (МС138209-МС138211) 
























































99 


S PAAR Мопорзуйиз anisus (МС138206-МС138208) 
裂 病 重 Nosopsyllus fidus (МС138193) 


-WRJ 07 Nosopsylles apicoprominns (М1С138194-МС138195) 
| RIE Nosopsyllus laeviceps (MG138196-MG138202) 
I E Т 迟钝 中 重 指 名 亚 种 Mesopsylls hebes hebes (МС138250-МС138254, MG138159) 
99 一 似 方 双重 指名 亚 种 Amphipsylla quadratoides guadratoides (М.С138311-МС138313) 
98 ээ 原 双 蚤 指名 亚 种 Amphipsylla primaris primaries (М.С138308-МС138310, MG138314-MG138315) 
ээ WNE Amphipsylla termihama (MG138333-MG138334) 
VA ERNER Amphipsylla tuta tutu (MG138273_MG138280 ) 
MA 共和 双重 ?了 Amphipsylla gongheensis (MG138298 MIG138307) 
KENE? Amphipsylis longispina (MG138281-MG138297) 
































Fig. 1 


99 ~ БАН Aedes aegypti (KX42049.1) 
一 一 一 一 一 一 一 一 白 蚊 伊 纹 Aedes albopictus (KM457564.1) 
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图 1 基于 СОГ НН Kimura-2-parameter 模型 构建 的 蚤 类 邻接 系统 发 育 树 


А neighbor-joining phylogenetic tree of fleas based on nucleotide sequence of COI with Kimura 2-parameter model 














图 中 分 支 上 数值 为 1 000 次 自 











民 检 验 置信 和 度 ; 标 尺 示 遗传 距离 ;括号 内 为 GenBank 登 


录 号 ;问号 示 暂 定 种 名 。The number on the branch indicates 


bootstrap values for 1 000 replicates. Scale bar represents the genetic distance. The numbers in parentheses are GenBank accession numbers. The question 


mark indicates the tentative species name. 


Z26_09) ,根据 第 7 腹 板 形态 分 别 暂 定 为 圆 指 额 入 
HEME BARMENA. WERKES 
以 雄性 为 主 .雌性 为 辅 的 原则 ,我 们 将 这 4 УНЕ E 
命 为 罕 板 额 重 。 鉴 于 形态 常规 分 类 存在 鉴定 错 判 的 
可 能 , 今 今后 前 类 鉴定 应 以 雄性 标本 外 部 形态 鉴定 为 
主 , 结 合 分 子 鉴定 ше 了 雌性 标本 的 鉴定 ,以 更 好 
地 发 现 和 纠正 传统 形态 学 鉴定 中 的 错误 ,从 而 科学 





地 鉴别 物种 。 
3.2 系统 发 育 树 的 构建 和 形态 分 类 存在 的 问题 
构建 的 系统 树 显 示 所 有 个 体形 成 44 个 高 支持 
度 的 单一 分 文 ,提示 和 荔 种 类 应 该 有 44 种 ,这 与 前 赁 
证 标本 复核 结果 大 致 一 致 ,说 明 РМА 条 形 码 技术 可 
用 于 前 类 鉴定 。 
现场 采集 的 前 类 经 镜 














弹 检 鉴定 为 66 种 ,但 仅 有 2/3 


496 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 


61 卷 





RI 双重 属 部 分 蚤 种 间 (6 种 ) 与 种 内 (6 种) 的 遗传 距离 ( 多 ) 


Table 3 Inter-species (6 species) апа intra-species (6 species) genetic distance ( % ) of е genus Amphipsylla 





种 间 Inter-species 








КА 共和 双重 
А. longispina А. gongheensis 


似 方 双重 指名 亚 种 ” 直 缘 双 蚤 ” 原 双 和 蚤 指名 亚 种 种 内 
А. quadratoides 指名 亚 种 А. primaris Intra-species 


















































表 4 长 紧 双 重 样本 间 的 种 内 遗传 距离 


Table 4 Intra-species genetic distance of Amphipsylla longispina samples 





quadratoides A. tuta tuta primaries 
KIK Amphipsylla longispina 0.1 
和 双重 Amphipsylla gongheensis 3.1 0.6 
以 方 双重 指名 亚 种 
Amphipsylla quadratoides quadratoides з Il 1:6 
直 缘 双重 指名 亚 种 Amphipsylla tuta tuta 4.3 3.2 9.5 0.2 
р 39 И Amphipsylla primaris primaries 7.4 6.5 9.0 6.1 1.6 
ХУ Amphipsylla tenuihama 12.1 11.7 12.5 11.4 11.6 0.5 





样品 编号 
Sample по 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 
1 
2 0.000 
3 0.000 0. 000 
4 0.010 0.010 0.010 
5 0.005 0. 005 0. 005 0.015 
6 0.008 0.008 0.008 0.002 0.014 
7 0.008 0.008 0.008 0.002 0.014 0.000 
8 0.008 0.008 0.008 0.002 0.014 0.000 0.000 
9 0.003 0.003 0.003 0.010 0.008 0.008 0.008 0.008 
10 0.015 0.015 0.015 0.005 0.020 0.007 0.007 0.007 0.015 
11 0.007 0.007 0.007 0.003 0.012 0.002 0.002 0.002 0.007 0.008 
12 0.002 0. 002 0.002 0. 008 0. 007 0. 007 0. 007 0. 007 0. 002 0.014 0. 005 
13 0.008 0. 008 0. 008 0. 005 0.014 0. 003 0. 003 0. 003 0.012 0.010 0. 005 0.010 
14 0.010 0.010 0.010 0.010 0.015 0. 008 0. 008 0. 008 0.010 0.012 0. 007 0.008 0.012 
15 0.010 0.010 0.010 0. 003 0.015 0. 002 0. 002 0.002 0.010 0. 008 0. 003 0. 008 0. 005 0.010 
16 0.008 0. 008 0.008 0. 002 0.014 0. 000 0. 000 0. 000 0. 008 0. 007 0. 002 0. 007 0. 003 0. 008 0. 002 
17 0.003 0. 003 0.003 0. 007 0. 008 0. 005 0. 005 0. 005 0. 003 0.012 0. 003 0. 002 0. 008 0. 007 0. 007 0. 005 
18 0.012 0.012 0.012 0. 002 0.017 0. 003 0. 003 0. 003 0.012 0. 007 0. 005 0.010 0. 007 0.012 0. 002 0. 003 0. 008 

















的 重 种 获得 了 COI 基因 片段 。 形 态 鉴定 结果 显示 
双重 属 Amphipsylla, $i X j® Neopsylla ЯП ЖЙ В 
Frontopsylla HADIA 10, 9 和 8 种 ,但 分 子 实 验 
时 新 重 属 扩 增 出 的 种 类 最 多 (7 种 ) аР, Н 
有 1 种 ,双重 为 6 种 ,说 明 该 研究 СОТ 基因 引物 适用 
于 新 重 属 ,不 适 于 额 重 属 , 提 示 本 研究 采用 的 引物 还 
不 适用 于 整个 蚤 目 , 还 有 必要 设计 针对 和 蚤 目的 非特 
异性 引物 ,用 于 和 蚤 类 DNA 条 形 码 的 实际 运用 。 

EMK Rhadinopsylla dahurica 的 СОТ 基因 序 
列 与 注册 号 JN00918 的 欧洲 免 重 Spilopsyllus cuniculi 
СОТ 基因 序列 相似 性 为 82% ,也 可 以 确定 为 蚤 类 的 
СОТ 基因 序列 。 在 系统 发 育 树 图 中 所 有 五 侧 纤 重 标 















































本 分 为 2 个 高 支持 率 的 小 分 支 ( 置 信和 度 99% ) ,结合 
现场 鉴别 结果 ,将 这 2 小 分 支 分 别 为 五 侧 纤 董 指名 


亚 种 与 五 侧 纤 重 
个 亚 种 ( 深 塞 亚 种 和 指名 











邻近 亚 种 。 形 态 鉴 别 为 角 尖 眼 重 两 
FPR) 的 标本 ,其 СОТ 基因 





序列 在 系统 发 育 树 中 却 聚 为 一 个 分 支 , 置信 度 


100% ,考虑 





种 在 形态 鉴别 中 的 很 多 问题 和 此 义 ， 


本 研究 认为 把 这 一 分 支 直 接 定 为 种 的 阶 元 一 一 角 尖 
IRA ,而 不 再 进行 亚 种 的 区 分 。 
2 个 亚 种 (田鼠 亚 种 与 指名 亚 种 ) 的 标本 在 系统 发 育 


树 中 也 聚 为 置信 和 度 100% 的 同 
考虑 ,我 们 把 这 一 分 























鉴别 结果 为 秃 病 蚤 














一 分 文 ,出 于 同样 的 
> 支 也 命名 为 秃 病 重 。 上 述 结果 

















说 明 , 有 些 章 类 的 亚 种 分 类 存在 遗传 学 的 基础 而 有 
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些 可 能 并 没有 明确 的 遗传 学 差异 ,这 些 亚 种 的 分 类 
地 位 值得 进一步 探讨 。 

系统 发 育 树 中 长 肾 双 入 与 共和 双 入 分 支 中 问题 
较 多 ,有 4 ЭЕ (О M2 雄 ) 形 态 鉴定 为 青海 双重 、2 
肉 阳 形态 鉴定 为 共和 双 音 .2 MR EENEI 
1 雄 蚤 鉴定 为 从 聚 双 六 ,但 上 述 9 KRANKEN 
备 聚 为 一 支 ;共和 双重 分 支 中 有 1 雄 孟 形态 鉴定 为 
长 紧 双 重 。 复 检 透 明 标本 后 我 们 认为 形态 鉴别 无 











误 , 所 以 把 这 两 文 暂时 归 为 疑似 长 坚 双 音 、 疑 似 共和 
双 甬 类 群 。 这 些 结果 一 方面 提示 为 准确 做 好 重 类 分 





子 鉴定 ,有 必要 联合 多 种 基因 标记 综合 研判 ,以 防 研 
究 结 果 出 现 偏颇 ;同时 ,也 可 能 存在 一 些 近 缘 种 的 同 
种 异 名 问题 。 

系统 发 育 树 中 新 备 属 细 柄 新 荔 、 阿 巴 盖 新 荔 聚 
在 4 个 不 同 分 支 内 ,这 在 其 他 重 种 的 系统 发 育 树 结 
果 并 未 出 现 。 因 试剂 盒 提取 DNA 时 ,每 头 荔 都 是 单 
独 提取 ,排除 了 样品 交叉 污染 的 可 能 。 查 找 原始 资 
料 后 发 现 标 记 红色 的 三 分 支 样本 均 为 1 k, 
草 (19 ) 采 自 久 治 县 的 青海 田鼠 ; 副 规 新 董 (1 6 ) 
采 自 互助 县 的 黄 胸 鼠 体 表 , 其 上 的 副 规 新 重 黑 色 分 
(25 5299) ЖАИНА ВЕ A H N W 
Ж, (То ) 采 自 平 安县 的 长 尾 仓鼠 ,其 下 
的 阿 巴 盖 新 荔 黑 色 分 支 (1 529 9) 采 自 都 兰 县 和 
尖 扎 县 的 高 原 鼠 兔 ;上 述 蚤 种 我 们 复 鉴 凭 证 标本 的 
形态 特征 后 认为 形态 鉴定 无 误 , 提 示 窒 主 和 采集 地 
的 不 同 , 会 导致 前 种 的 分 子 数据 不 同 , 这 在 分 类 形态 
和 村 征 差别 甚 小 的 莉 属 中 尤为 突出 ,从 分 子 层 面 印证 
了 隐 种 存在 的 可 能 性 。 

尽管 NJ 法 建树 有 很 多 优点 ,但 它 也 有 其 局 限 
性 ,如 所 分 析 序列 的 遗传 距离 不 能 太 大 ,对 基因 序列 
上 的 所 有 位 点 都 等 同 对 待 ,所 构建 的 系统 树 难 以 说 
明 种 上 水 平 的 进化 关系 。 今 后 如 果 在 分 子 鉴定 的 基 
础 上 开展 分 子 系统 学 的 研究 , 则 需要 用 两 种 或 以 上 
的 方法 建树 ,让 构建 的 分 子 树 更 具有 说 服 力 。 

在 对 物种 进行 DNA 条 形 码 分 类 的 过 程 中 ,我们 
必须 依据 传统 分 类 方法 ,假设 目的 物种 为 纯 种 并 且 
归 类 正确 ,在 此 基础 上 再 测定 COI 基因 序列 ,以 此 
作为 该 物种 的 DNA 条 形 编 码 , 供 其 他 学 者 参考 对 
比 。 尽 管 DNA 条 形 码 鉴定 前 景 非常 乐观 ,但 在 现 阶 
段 的 使 用 中 不 能 完全 抛弃 形态 学 手段 ,并 应 与 经 典 
分 类 紧密 结合 并 尽 可 能 保存 凭证 标本 ,而 且 还 必须 
突破 单 分 子 标记 的 局 限 性 。 

前 类 系统 发 育 研 究 还 处 于 早期 阶段 ,不 同学 者 
应 用 的 分 子 标记 不 同 影响 了 研究 结果 的 可 比 性 , 今 


















































后 应 寻求 适 于 入 目 分 子 系统 学 研究 的 标准 标记 以 利 
于 不 同学 者 的 协作 研究 。 分 子 生 物 学 方法 在 昆虫 系 
统 学 研究 中 发 挥 了 极为 重要 的 作用 ,但 并 不 能 解决 
形态 分 类 中 的 所 有 难题 ,形态 数据 与 分 子 数据 联合 
分 析 是 昆虫 分 子 系统 学 研究 发 展 的 趋势 ,两 者 作为 
系统 学 研究 的 互补 信息 可 以 更 好 地 解决 蚤 类 群 系统 
进化 问题 。 
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